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Abkürzungsverzeichnis 
 
53BP1    p53 Binding Protein 1 
ATM    Ataxia-telangiectasia mutated-Kinase 
ATR    ATM und Rad3-related-Kinase 
BRCA 1    Breast cancer susceptibility gene 1 
BRCA 2   Breast cancer susceptibility gene 2 
CT    Computertomographie 
DAPI     4', 6-Diamidino-2-phenylindol 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNA-DSB   DNA-Doppelstrangbruch 
DNA-PK   DNA-abhängige Proteinkinase 
DNA-PKcs   DNA-abhängige Proteinkinase (catalytic ssubunit) 
FACS    Fluorescence activated cell sorting 
Gy     Gray 
HR    Homologe Rekombination 
IgG    Immunglobulin G 
MDC1    Mediator of DNA checkpoint protein 1 
Mre 11   Meiotic recombination protein 11 
MRN    Mre11-Rad50-NBS1 
NbS1    Nijmegen Breakage Syndrome 
NHEJ    Nicht homologes Endjoining 
PBS    Phosphate buffered saline (salzhaltige Pufferlösung) 
PFGE    Pulsfeld-Gelelektrophorese 
PIKK    Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase ähnliche Kinasen 
rpm    rounds per minute 
V(D)J     V - variable, D - diversifying, J - joining 
XRCC4    X-ray-complementing Chinese hamster gene 4 
 
Darüber hinaus wurden die üblichen Einheiten des SI-Systems verwendet. 
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1. Zusammenfassung 
 
Ziel: Untersuchung des Zusammenhangs von in vivo und ex vivo bestimmten DNA-Schäden 
nach computertomographischer Untersuchung des Thorax und dem Auftreten klinischer 
Strahlenschäden bei Patientinnen mit einseitig lokalisiertem Mammakarzinom nach Strahlen-
therapie, sowie Bestimmung der Korrelation beider Methoden.  
 
Material und Methodik: Untersucht wurden 14 Patientinnen mit einseitig lokalisiertem 
Mammakarzinom, die sich  einer Computertomographie des Thorax zur Planung der Strahlen-
therapie unterzogen. Die DNA-Doppelstrangbrüche (DSBs) wurden mittels γ-H2AX-
Immunfluoreszenmikroskopie an Lymphozyten in vivo und ex vivo 0,5 h; 2,5 h  und 5 h sowie 
in vivo zusätzlich 24h nach Strahlenexposition quantifiziert. Zur besseren Vergleichbarkeit, 
wurde die Zahl der gemessenen DSBs nach CT auf das jeweilige Dosislängenprodukt nor-
miert.  Die ex vivo Proben wurden mit unterschiedlichen Dosierungen zwischen 10 und 500 
mGy bestrahlt.  Die akuten kutanen Strahlennebenwirkungen wurden während der Strahlen-
therapie wöchentlich nach dem modifizierten RTOG – Score dokumentiert. 
 
Ergebnisse: Bei allen Patientinnen war eine mit fortschreitender Reparaturzeit deutliche Ab-
nahme der Foci-Zahl gegenüber den vorherigen Werten zu erkennen (0,12 + 0,06 Foci/Zelle 
0,5 h nach ex vivo Strahlenexposition von 10 mGy gegenüber 0,02 + 0,005 Foci/Zelle 5 h 
nach Strahlenexposition mit 10 mGy).  Die in vivo Daten entsprachen in etwa den Daten der 
ex vivo Bestrahlung mit 10 mGy. Dreißig Minuten nach Strahlenexposition (10 mGy) variier-
ten die γ-H2AX- Foci von 0,03 Foci/Zelle bis 0,23 Foci/Zelle. In der in vivo Versuchsreihe 
zeigte sich eine ähnlich große Varianz (0,06 Foci/Zelle bis 0,23 Foci/Zelle). Patientinnen mit 
starken Hautnebenwirkungen zeigten keine gegenüber dem Mittelwert gesteigerten 
Focizahlen (t-Testin vivo, p=0,420, t-Testex vivo, p=0,610). Eine statistisch signifikante Korrelati-
on zwischen in vivo und ex vivo Ergebnissen konnte nicht nachgewiesen werden (Spearman’s 
rho10mGy/in vivo:  -0,02, p= 0,478). 
 
Schlussfolgerung: Die in vivo und ex vivo DSB-Reparatur nach Bestrahlung kann mittels γ -
H2AX-Messung verlässlich nachgewiesen werden. Weitere Studien sind notwendig, um die 
Diskrepanz zwischen in vivo und ex vivo-Messungen zu eruieren. 
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2. Summary 
 
Purpose: To evaluate the impact of individual in vivo and ex vivo DNA double strand break 
(DSB) repair capacity after computed tomography examinations on the incidence of acute 
radiotoxicity in radiotherapy of breast cancer and to correlate the results of in vivo with ex 
vivo samples. 
 
Material and Methods: 14 patients with unilateral breast cancer undergoing computed to-
mography before radiotherapy were examined. To assess DSB-repair, γ-H2AX-foci in blood 
lymphocytes were quantified before and 0,5 h; 2,5 h; 5 h and 24 h after in vivo radiation expo-
sure. At the same time γ-H2AX-foci in blood lymphocytes collected before computed tomog-
raphy were quantified 0,5 h; 2,5 h and 5 h after ex vivo exposure to different radiation doses 
between 10 and 500 mGy. A modified RTOG-Score was assessed weekly during radiotherapy  
to measure acute radiotoxicity, defined as skin reactions of the breast. 
 
Results: Analysis of in vivo and ex vivo samples showed both time-dependent loss of γ-
H2AX foci which reflects DNA-DSB repair after irradiation (0,12 + 0,06 foci/cell 0,5 h after 
ex vivo irradiation with 10 mGy vs. 0,02 + 0,005 foci/cell 5 h after ex vivo irradiation with 10 
mGy). Data of in vivo radiation (computed tomography) are almost equivalent to data of ex 
vivo exposure to 10 mGy. The amount of γ-H2AX-foci varied between 0,03 foci/cell and 0,23 
foci/cell 0,5 h after ex vivo irradiation with 10 mGy. In vivo samples showed a minimum of 
0,06 foci/cell to at most 0,23 foci/cell 0,5 h post exposure. Although differences in 
interindividual repair capacity occurred, no strong correlation between radiation side effects 
and patients’ data was found (t-Testin vivo, p=0,420, t-Testex vivo, p=0,610). No correlation be-
tween in vivo and ex vivo data was found (Spearman’s rho10mGy/in vivo:  -0,02, p= 0,478). 
 
Conclusion: In vivo and ex vivo DNA-DSBs repair capacity can be measured reliably by γ-
H2AX-foci in blood lymphocytes. Further studies are needed to evaluate the discrepancy be-
tween in vivo and ex vivo measurements. 
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3. Einleitung  
 
Ionisierende Strahlung kann eine Vielzahl von gesundheitsschädlichen Effekten im Menschen 
zur Folge haben. So verursacht eine Bestrahlung von zum Beispiel einem Gy etwa 1000-2000 
Einzel- und 40 Doppelstrangbrüche pro Zelle (Connell und Hellman 2009). Als besonders 
gravierend gelten dabei DNA-Doppelstrangbrüche, die zu genetischer Instabilität führen und 
die Entstehung von Tumoren begünstigen. Ein großer Teil der natürlichen Strahlenbelastung 
(abgesehen von kosmischer und terrestrischer Strahlung) entfällt heutzutage auf medizinische 
Diagnostik (Röntgen, Computertomographie) und onkologische Therapie (Radiotherapie). 
Dabei beeinflussen sowohl extrinsische (Bestrahlungsdosis, Fraktionierung, bestrahltes Vo-
lumen) als auch intrinsische, genetisch determinierte Faktoren die individuelle Radiosensitivi-
tät. Tests, die ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung strahlenbedingter Nebenwirkungen 
zuverlässig vorhersagen, existieren bislang nicht. Die Analyse von Blutproben strahlenbehan-
delter Patienten auf das Vorhandensein verschiedener Genvarianten und die Etablierung von 
Gewebe-Datenbanken im Rahmen des Gene-Pare und des GENEPI Projekts  der Europäi-
schen Strahlentherapiegesellschaft ESTRO (Ho et al. 2006, Baumann et al. 2003) sollen zum 
besseren Verständnis des Zusammenhangs zwischen genetischen Risikofaktoren und radio-
therapeutischen Effekten führen und damit Voraussetzungen zur Entwicklung prädikativer 
Tests schaffen. Genvarianten, die in Zusammenhang mit einer  erhöhten Radiosensitivität 
gebracht werden, sind zum Beispiel Mutationen im ATM, NBS oder XRCC1- Gen (Fernet 
und Hall 2004). 
Aufgrund der Bedeutsamkeit von DNA-DSBs für die genomische Integrität einer Zelle, wer-
den auch DNA-Reparaturdefekte als Ursache erhöhter Strahlensensitivität diskutiert.  
In dieser Studie wurden durch Computertomographie-induzierte DNA-DSBs mittels γ-H2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Diese Methode ermöglicht die Beurteilung der 
DNA-Reparaturkinetik in vivo und bildet damit eine potenzielle Grundlage für die Entwick-
lung eines prädiktiven Tests. Eine frühzeitige Identifikation von Risiko-Patienten könnte 
durch eine Anpassung der individuellen Therapie zur Reduktion von radiogenen Nebenwir-
kungen beitragen. 
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3.1. Grundlagen 
3.2. DNA-Doppelstrangbrüche 
DNA-DSBs stellen eine besonders schwerwiegende Art der DNA-Schädigung dar. Für die 
Zelle sind sie zwar potenziell reparabel, führen jedoch weitaus häufiger als andere strahlenin-
duzierte Schäden zu Zelltod und/oder Verlust der genomischen Integrität (Khanna und Jack-
son 2001, Hoeijmakers 2001). Sie entstehen durch exogene Faktoren wie Chemikalien 
(Povirk et al. 1977) und Strahlung (Olive et al. 1990, Green et al. 1994), aber auch im Rah-
men physiologischer Prozesse wie zum Beispiel der Replikation (Cox et al. 2000). In Zu-
sammenhang mit der V(D)J-Rekombination in Lymphozyten erfüllt die spontane Entstehung 
von DNA-DSBs möglicherweise den Zweck, die genetische Diversität zu erhöhen (Kim et al. 
2000, Lieber et al. 2004). Während Basenschäden oder Einzelstrangbrüche erst in sehr großer 
Anzahl letal für die Zelle sind (Ward et al. 1987), kann bereits ein einziger Doppelstrangbruch 
den Zelltod bedeuten, sofern er Gene trifft, die für die Überlebensfähigkeit der Zelle von es-
sentieller Bedeutung sind (Olive 1998, Rich et al. 2000). Zum Schutz der genetischen Infor-
mation haben eukaryontische Zellen ein hoch komplexes und stark konserviertes Netzwerk 
von Schadensmelde- und Reparatursystemen entwickelt (Rouse und Jackson 2002, Bassing 
und Alt 2004, Harrison und Haber 2006), die in ihrer Gesamtheit als DNA-Schadensantwort 
bezeichnet werden. Um eine effiziente Schadensbehebung zu gewährleisten, müssen Zellzyk-
lus- und Reparaturvorgänge wirksam miteinander koordiniert werden. Das zentrale Schlüssel-
protein der DNA-Schadensantwort ist die ATM-Kinase (Ataxia teleangiectasia mutated) 
(Uziel et al. 2003). Sie gehört wie auch die ATR (ATM und Rad3-related protein) und die 
DNA-PKcs (DNA-abhängige Proteinkinase) zur Familie der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase 
ähnlichen Kinasen (PIKK) und wird von einem der wichtigsten DNA-
Schadenssensorproteine, dem MRN-Komplex (Mre11-Rad50-Nbs1), zur Schadensstelle re-
krutiert (Paull und Lee 2005). In aktivem Zustand  phosphoryliert sie eine Vielzahl von Sub-
straten (Matsuoka et al. 2007), die an DNA-Reparaturmechanismen und Zellzykluskontrolle 
beteiligt sind. 
 
3.3. Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen 
Zur Beseitigung der DSBs stehen eukaryontischen Zellen zwei Hauptreparatur-Mechanismen 
zur Verfügung, die nicht homologe Endverknüpfung (Nonhomologous Endjoining = NHEJ) 
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und die homologe Rekombination (Haber 2000, Lieber et al. 2003, Jackson 2002). Während 
die homologe Rekombination auf das Vorliegen homologer Sequenzen angewiesen ist und 
daher nur in der späten S- beziehungsweise G2-Phase des Zellzyklus auftritt (Johnson & Jasin 
2001, Rothkamm et al. 2003), kann die nicht homologe Endverknüpfung während des gesam-
ten Zellzyklus erfolgen und stellt grundsätzlich den bevorzugten Reparaturmechanismus in 
Eukaryonten dar (Löbrich und Jeggo 2005, Sonoda et al. 2006). Im Gegensatz  zur homolo-
gen Rekombination kann jedoch keine fehlerfreie Wiederherstellung der Basenabfolge si-
chergestellt werden (Burma et al. 2006). Eine Übersicht der beiden Reparaturvorgänge ist 
Abbildung 1 zu entnehmen. 
 
3.3.1. Nicht-homologe Endverknüpfung 
Bei der nicht-homologen Endverknüpfung kommt es zu einer direkten Verknüpfung freier 
DNA-Enden (Lieber et al. 2003). Das Schlüsselenzym der NHEJ ist die DNA-abhängige 
Proteinkinase (DNA-PK), die aus dem KU80/70-Heterodimer und der katalytischen Unter-
einheit des Enzyms besteht (Jeggo 1997, Smith und Jackson 2001). Da der DSB in den sel-
tensten Fällen als „sauberer Schnitt“ vorliegt, müssen die Bruchenden zunächst nukleolytisch 
prozessiert werden (Paull und Gellert 1998). Das Ku-Protein bindet dann sequenzunabhängig 
und aktiviert dabei die katalytische Untereinheit der DNA-PK (Pang et al. 1997). Im nächsten 
Schritt kommt es zu einer Bindung des Ligase4/XRCC4 Komplexes  (Leber et al. 1998), der 
eine Verbindung der Bruchenden ermöglicht (Li et al. 1995).  
 
3.3.2. Homologe Rekombination 
Voraussetzung für die homologe Rekombination ist das Vorliegen einer identischen DNA-
Kopie, die während des Reparaturprozesses als Matrize für die Neusynthese des beschädigten  
Stranges dienen kann. Auf diese Art und Weise kommt es kaum zu Informationsverlust 
(Paques und Haber 1999).  
In einem ersten Schritt wird der DSB von einem Sensorprotein wie dem MRN-Komplex er-
kannt (Paull & Gellert 1998) und eine nukleolytische Prozessierung der Bruchenden eingelei-
tet. Auf diese Weise entstehen einzelsträngige 3´-Überhänge, die vom Replikationsprotein A 
(RPA) stabilisiert werden. Die Rekombinase RAD 51 bindet über eine Vielzahl von Proteinen 
(BRCA 2/BRCA 1/RAD 52) an die einzelsträngige DNA und bildet das 
Nukleoproteinfilament, welches für das Auffinden homologer Sequenzen und die nachfolgen-
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de Stranginvasion in das unbeschädigte Schwesterchromatid verantwortlich ist (Helleday 
2007). Mit Hilfe der Polymerase I erfolgt  die Wiederherstellung der Sequenzen im Bereich 
der Bruchstelle. Der enstandene Überkreuzungspunkt wird als Holliday-Junction  bezeichnet 
(Holliday et al, 1964) und wandert an der DNA entlang (sog. Branch migration). Nach abge-
schlossener DNA-Synthese werden die Holliday-Junctions durch Helikasen (BLM, WRN) 
und Nukleasen (Mus81/Eme 1) aufgelöst. Eventuell entstehende Lücken werden aufgefüllt 
und die DNA-Stränge mittels Ligase I miteinander verknüpft. 
 
 
 
 
Abbildung 1. DNA-Doppelstrangbruchreparaturmechanismen (aus Shiloh 2003).  
Schematische Darstellung der nicht homologen Endverknüpfung (links) und der homologen Rekombination 
(rechts). 
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3.4. Rolle von H2AX in der Reparatur von DNA-DSBs 
Mittlerweile ist klar, dass auch die Modifikation der Chromatinstruktur eine wesentliche Rolle 
in der DNA-Schadensantwort spielt (Bartek und Lukas 2007, Misteli und Sotouglou 2009). 
Diese erfolgt über eine ATM/ATR/DNA-PK vermittelte Phosphorylierung des Serins 139 im 
Histon H2AX (Rogakou et al. 1998, Rogakou et al 1999). Innerhalb kürzester Zeit nach 
Schädigung kommt es zu einer Akkumulation phosphorylierten H2AX (γ-H2AX) rund um die 
Bruchstellen (Paull et al. 2000, Pilch et al. 2003), die mit einer verstärkten  Ansammlung wei-
terer Reparaturfaktoren (Paull et al. 2000, Yuan und Chen 2010) vergesellschaftet ist. Zu die-
sen Reparaturproteinen zählen zum Beispiel BRCA 1, Rad51, MRN-Komplex, p53BP1 und 
MDC1 (Paull et al. 2000,Goldberg et al. 2003, Kobayashi 2004, Bekker-Jensen et al. 2006). 
Die Interaktion von γ-H2AX mit dem Protein MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint 
protein1) führt zu einer verstärkten Rekrutierung von ATM und damit zu einer Phosphorylie-
rung zusätzlicher, weiter entfernt liegender H2AX-Moleküle (Stucki et al. 2005, Stucki und 
Jackson 2006, Lou et al. 2006). Die Akkumulation von γ-H2AX führt zur Modifikation einer 
gesamten Chromatindomäne, die als epigenetisches Signal für einen DNA-Schaden gewertet 
werden kann und im Zellkern mikroskopisch als „Focus“ sichtbar wird (Rogakou et al. 1999).  
 
3.5. Nachweismethoden von DNA-Doppelstrangbrüchen  
Die PFGE (Pulsfeld-Gelelektrophorese) zählt zu den etablierten methodischen Standards zum 
Nachweis von DNA- Doppelstrangbrüchen (Birren et al. 1988, Löbrich et al. 1993). Das Prin-
zip der PFGE beruht auf der Auftrennung von DNA-Fragmenten in Abhängigkeit ihres Mole-
kulargewichts. Verlässliche Daten können allerdings erst ab einer Röntgendosis von 5 Gy 
bestimmt werden.  
Eine andere Möglichkeit zum Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen bietet die Visualisie-
rung und Quantifizierung der γ-H2AX – Foci. Hierfür wurden Antikörper entwickelt, die ge-
gen die phosphorylierte Form des Histons gerichtet sind (Rogakou et al. 1998). Nach Zugabe 
sekundärer fluoreszenzmarkierter Antikörper können die Foci mittels Durchflusszytometrie 
(fluorescence activated cell sorting, FACS) oder durch Auszählen der γ-H2AX – Foci unter 
dem Mikroskop quantifiziert werden.  Auf diese Art und Weise lassen sich DNA-
Doppelstrangbrüche bereits ab einer Strahlendosis von 1 mGy nachweisen (Rothkamm und 
Löbrich 2003, Kinner et al. 2008). 
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3.6. γ-H2AX als Biomarker  
In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der γ-H2AX Foci mit der An-
zahl der DNA-Doppelstrangbrüche in der Zelle korreliert (Rothkamm und Löbrich 2003, 
Löbrich et al. 2005, Kuo und Yang 2008) und dass das Verschwinden eines Focus die 
Dephosphorylierung von γ-H2AX im Rahmen von Reparaturvorgängen widerspiegelt 
(Löbrich et al. 2005, Kinner et al. 2008). Aufgrund dieser Tatsache eignet sich γ -H2AX als 
sensitiver und spezifischer Marker für DNA-DSB und erlaubt Aussagen zur individuellen 
Reparaturkinetik in vivo zu treffen. Daraus ergeben sich mehrere Einsatzmöglichkeiten: ein 
gezieltes Monitoring zytotoxischer  Effekte von Chemotherapeutika und/oder Strahlenthera-
pie, sowie die Vorhersagemöglichkeit individueller Strahlenempfindlichkeit des zu bestrah-
lenden Tumors beziehungsweise des umliegenden Normalgewebes (Olive und Banath 2004). 
 
3.7. Individuelle Strahlenempfindlichkeit 
Die Normalgewebetoxizität nach Strahleneinwirkung unterliegt starken interindividuellen 
Schwankungen (Bentzen und Overgaard 1994) und ist nach heutigem Kenntnisstand multifak-
torieller Genese. Neben einer individuell unterschiedlich starken Aktivierung von 
Chemokinen und Zytokinen  (Rübe et al. 2005, Bentzen et al. 2006) werden auch genetisch 
determinierte DNA-Reparaturdefekte als mögliche Erklärung herangezogen. So zeigen zum 
Beispiel Patienten mit dem Krankheitsbild Ataxia teleangiectasia, welches durch eine Mutati-
on im ATM-Gen verursacht wird, neben neurologischen und dermatologischen Auffälligkei-
ten auch eine ausgesprochen hohe Sensitivität gegenüber Strahlung und Radiomimetika 
(McKinnon 2004). Auch für heterozygote Mutationsträger konnte ein erhöhtes Risiko für 
schwere Normalgewebsreaktionen nach therapeutischer Bestrahlung der Brust  aufgezeigt 
werden (Chargari et al. 2009, Fang et al. 2010). 
Ähnliches gilt für das Nijmegen Breakage Syndrome (NBS), das durch einen Defekt des 
NbS1-Gens hervorgerufen wird, und für Patienten mit Ligase-4-Mangel. Zellen dieser Patien-
ten weisen im Vergleich zu Zellen von gesunden Patienten eine wesentlich höhere Radiosen-
sitivität und ein erhöhtes Maß an chromosomaler Instabilität auf (Taalman et al 1983, 
O’Driscoll et al. 2001, O’Driscoll et al. 2004). 
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3.8. Zielsetzung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe des γ-H2AX-Assays DNA-Schäden und 
Reparaturkinetiken nach erfolgter Computertomographie bei Patientinnen mit 
Mammakarzinom zu bestimmen. Darüber hinaus sollte untersucht werden, ob eine klinisch 
unterschiedliche Strahlenempfindlichkeit auf molekularer Ebene nachvollzogen werden kann. 
Gerade im Niedrigdosisbereich liegen derzeit wenige Daten hinsichtlich einer Korrelation 
zwischen DNA-DSB-Reparatur und individueller Strahlenempfindlichkeit vor. Untersucht 
wurden a) der Zusammenhang zwischen in vivo- als auch ex vivo-Proben mit der Radiotoxizi-
tät unabhängig voneinander, sowie b) eine mögliche Korrelation zwischen beiden Methoden 
im Hinblick auf die Toxizität. Im Falle einer positiven Korrelation würde sich die Möglichkeit 
der ex vivo-Bestrahlung einer Blutprobe vor therapeutischer Radiatio eröffnen, Patientinnen 
mit einem DNA-Reparaturdefekt und einer damit verbundenen erhöhten Strahlenempfind-
lichkeit zu detektieren. Eine bessere Vorhersage der Behandlungsverträglichkeit wäre bedeut-
sam für das Therapiemonitoring und die jeweilige Supportivtherapie. 
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4. Material und Methodik 
 
4.1. Patientenkollektiv 
Die Studie wurde nach Kriterien der Deklaration von Helsinki und unter Zustimmung der 
verantwortlichen Ethikbehörde (Ärztekammer des Saarlandes) durchgeführt.  
Untersucht wurden Patientinnen im Alter von 18-80 Jahren, bei denen erstmalig ein einseitig 
lokalisiertes Mammakarzinom diagnostiziert worden war und die sich nach brusterhaltender 
Therapie zur Planung der adjuvanten Strahlentherapie einer computertomographischen Unter-
suchung unterzogen. Alle Patientinnen haben ihr schriftliches Einverständnis zur Teilnahme 
an der Studie gegeben. Als Ausschlusskriterium wurde eine vorbestehende Tumorerkrankung 
mit Vorbestrahlung definiert. 
 
4.2. Studienaufbau  
Zur Beurteilung der individuellen Reparaturkinetik wurden DSBs mittels γ-H2AX Immunflu-
oreszenzmikroskopie in Lymphozyten untersucht, die aus dem heparinisiertem Vollblut der 
Patientinnen gewonnen wurden. Zum Vergleich der Reparaturkinetik in vivo und ex vivo war 
ein doppelter Versuchsaufbau notwendig. Aus diesem Grund wurde den Testpersonen vor der 
computertomographischen Untersuchung genügend Blut für die ex vivo-Reihe entnommen. 
Nach Zusatz von Nährmedium wurden die Proben im Institut für Biophysik der Universität 
des Saarlandes in einer Röntgenröhre mit jeweils 10, 20, 40, 100 und 500 mGy bestrahlt. Um 
die Anzahl der bereits vor der Strahlenexposition vorhandenen DNA-DSBs zu erkennen, 
wurde zu jedem Untersuchungspunkt eine nicht bestrahlte Probe als Kontrolle mit untersucht. 
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Proben der ex vivo-Reihe zeitgleich zu der compu-
tertomographischen Untersuchung der jeweiligen Patientin bestrahlt. Untersuchungszeitpunk-
te waren 0,5 h; 2,5 h und 5 h nach Strahlenexposition. Das Blut für die in vivo-Reihe wurde 
den Patientinnen jeweils zu den oben genannten Zeitpunkten entnommen, mit Nährmedium 
angereichert und direkt untersucht. Zusätzlich wurde eine weitere in vivo-Probe 24 h nach 
Strahlenexposition kontrolliert (siehe Tabelle 1). 
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Versuchs-
reihe 
Blutentnahme [BE] Strahlendosis [mGy] Reparaturzeit [h] 
 
 
 
0,5 2,5 5 24 
Ex vivo 3ml vor CT 10 x x x * 
 3ml vor CT 20 x x x * 
 3ml vor CT  40 x x x * 
 3ml vor CT 100 x x x * 
 3ml vor CT 500 x x x * 
In vivo 
3 ml entsprechend 
den Untersuchungs-
zeitpunkten 
CT (range DLP: 239 – 
500 mGy·cm ) 
x x x x 
 
Tabelle 1.  Versuchsaufbau 
* Die ex vivo Proben waren 24 h  nach Bestrahlung aufgrund stattgehabter Hämolyse nicht auszuwerten. 
DLP = Dosislängenprodukt 
 
 
4.3. Strahlenexposition 
Die Computertomographie des Thorax erfolgte unter Verwendung eines zweizeiligen Compu-
tertomographen (Elscint Twin Flash CT, Philips Medical Systems, Eindhoven, Niederlande) 
mit folgenden Bestrahlungsparametern: 70-250 mA·s, 120kV, 0,5-0,75 Rotationszeit, 1-5 mm 
kollimierter Schichtdicke, 0,5-1,25 Pitch (Tischvorschub pro Rotation/Gesamtbreite des 
kollimierten Strahls). Anhand dieser Parameter konnten volumetrische CT-Dosisindexes 
(CTDIvol) berechnet werden. Da in Abhängigkeit von der Größe des bestrahlten Volumens 
auch ein unterschiedlich großes Blutvolumen bestrahlt wurde, wurde für jede Patientin ein 
Dosislängenprodukt berechnet. Die Dosislängenprodukte (Produkt aus CTDIvol und Scanlän-
ge) variierten von 239 bis 500 mGy·cm. 
Für die ex vivo Bestrahlung wurde eine Röntgenröhre mit einer Anode verwendet. Die Be-
strahlung erfolgte bei einer Spannung von 90 kV, einer Stromstärke von 6mA  und einer 
Dosisleistung von 10 - 500 mGy. Zwischen Probe und Anode wurde die Strahlung durch eine 
1 mm dicke Aluminium- und 2 mm dicke Plastikplatte gefiltert. Die Dosisleistungen wurden 
mit einem Weichstrahlkammerdosimeter (PTW-SN4 dosimeter, type 761; Freiburg, Germa-
ny) bestimmt. Die mit Kulturmedium versetzten Blutproben wurden bei Raumtemperatur in 
Falconröhrchen bestrahlt.  
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4.4. γ-H2AX-Methode 
4.4.1. Blutentnahme 
Den Patientinnen wurde  aus einer Kubitalvene Blut entnommen. Zur Verhinderung der Blut-
gerinnung wurden heparinisierte Monovetten verwendet. Jeweils 3 ml Vollblut wurden mit 6 
ml Nährmedium (RPMI 1640 + 10% FCS [fetales Kälberserum] + 1% Penicil-
lin/Streptomycin) versetzt.  
 
4.4.2. Lymphozytentrennung 
Die Trennung der Lymphozyten erfolgte anhand der Empfehlungen des Herstellers (PAA-
Laboratories GmbH, Cölbe, Deutschland). 
Dabei wurde das verdünnte Vollblut auf das Lymphozyten-Trennmedium Percoll 400 (LSM 
1077, PAA Laboratories GmbH, Cölbe, Deutschland), ein hydrophiles Polymer mit einem 
molekularen Gewicht von 400.000 Dalton, aufgetragen. Durch zwanzigminütige 
Zentrifugation bei 1200 g und Raumtemperatur (Biofuge 13, Heraeus Instruments, Osterode, 
Deutschland) sammelten sich die Lymphozyten entsprechend ihres Dichtegradienten ringför-
mig in der Interphase. Flow-Zytometrie-Analysen konnten zeigen, dass die Interphase zu 80% 
aus Lymphozyten (60% CD4, 15% CD8, 5% CD 19, 15% Monozyten und 5% Granulozyten) 
besteht (Löbrich et al. 2005). Die mit RPMI 1640 vermengten Blutproben der ex vivo-Reihe, 
welche zu einem späteren Zeitpunkt untersucht wurden, wurden bei 37°C und 5% Kohlendio-
xid in einem Wärmeschrank gelagert.  
 
4.4.3. Fixierung / Permeabilisierung 
Die abpipettierte Lymphozytenphase wurde nach zweimaligem Waschen in der Pufferlösung 
PBS (Phosphat-gepufferte Salzlösung, pH: 7,4) auf Deckgläser aufgetragen und in Methanol 
bei -20°C dreißig Minuten fixiert. Anschließend wurden die Zellen bei -20°C für eine Minute 
in Aceton permeabilisiert. 
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4.4.4. Färbung 
Nach zweimaligem, je zehnminütigem Waschen in PBS/NS auf dem Wippeltisch 
(PBS/Ziegen-Normalserum 1:100; PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich), wurden 
die Proben für 30 Minuten mit PBS/NS geblockt, um so unspezifische Bindungsstellen 
abzusättigen. Im Anschluss wurde der Primärantikörper (Anti-phospho-Histone H2AX 
[Ser139], clone JBW30, mouse monoclonal IgG1; Upstate, Temecula, CA, USA) in einem 
Verhältnis von 1:800 mit PBS/NS verdünnt, gevortext und für 60 Sekunden bei 13.000 rpm 
zentrifugiert. Die Inkubation erfolgte mit jeweils 40 µl/Deckglas über 12h in einer feuchten 
Kammer bei 4°C. Nach der Inkubation wurden die Proben dreimal in PBS/NS gewaschen, 
bevor dann der Sekundärantikörper in einer Verdünnung von 1:400 (Alexa Fluor 488, goat-
anti-mouse IgG; Invitrogen molecular probes, Oregon, US) zu jeweils 80 µl aufpipettiert wur-
de. Alexa Fluor 488 absorbiert Licht mit einer Wellenlänge von 495 nm und emittiert es mit 
einer Wellenlänge von 519 nm. Nach einstündiger Inkubationszeit im Dunkeln, wurden die 
Deckgläser drei weitere Male für jeweils 10 Minuten in PBS/NS gewaschen. Zum Schluss 
wurden die Proben mit DAPI-haltigem (4′, 6-Diamidino-2-phenylindol) Einschlussmittel (H-
1500,Vectashield® Hard Set Mounting Medium with DAPI; Vector Laboratories, Burlinga-
me, CA, USA) auf Objektträger (HistoBond® -Objektträger; Marienfeld Labaratory; Lauda-
Königshofen, Deutschland) aufgelegt. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der zur Markierung 
der DNA und damit indirekt zur Darstellung von Zellkernen dient. Diese Färbung ermöglicht 
eine bessere Zellzuordnung der γ-H2AX- Foci. Nach 24h wurden die Deckgläser mit klarsich-
tigem Lack versiegelt. Soweit nicht explizit angegeben, erfolgten alle Färbeschritte bei Raum-
temperatur. 
 
4.5. Quantifizierung der γ-H2AX Foci 
Zur Auswertung der γ-H2AX- Foci wurden die Objektträger unter einem Auflicht-
Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse E600) mit DAPI-Filter (4′, 6-Diamidino-2-
phenylindol: EX1 340-380, DM2 400, BA3 435-495) und FITC-Filter (Fluorescein-5-
isothiocyanat: EX 465-485. DM 505, BA 600-660) analysiert. Bei einer 100fachen Vergröße-
rung wurden pro Objektträger mindestens 100 Zellen und mindestens 40 Foci ausgewertet. 
                                                 
1
 EX  = Anregungsfilter 
2
 DM  = Beamsplitter 
3
 BA  = Emissionsfilter 
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Zur Verdeutlichung der Methode sind in Abbildung 2 exemplarisch γ-H2AX- Foci nach Strah-
leneinwirkung dargestellt. 
 
 
 
 
4.6. Dokumentation & Klassifikation der Strahlennebenwirkungen 
Bei in der Regel guter Verträglichkeit der postoperativen Strahlentherapie der Mamma stehen 
Hautreaktionen im Vordergrund der akuten Nebenwirkungen.  Die klinische Untersuchung auf 
akuttoxische Strahlennebenwirkungen wurde während der Strahlentherapie unter Verwen-
dung eines modifizierten RTOG4 -Scores wöchentlich durchgeführt. Die Modifikation erlaub-
te eine bessere Differenzierung im unteren Punktebereich des Scores.  
Dabei wurden fünf Aspekte an jeweils drei verschiedenen mammären Lokalisationen der 
Haut (oberer äußerer, oberer innerer und mittlerer Quadrant) separat voneinander mit einer 
Punktzahl von 0 bis 3 Punkten bewertet (siehe Tabelle 2). 
Erythem, Desquamation und Effloreszenzen wurden inspektorisch und eine Elevation der 
Hauttemperatur palpatorisch im Vergleich zur kontralateralen Brust begutachtet, während 
vorhandener Juckreiz erfragt wurde. Aus der Bewertung der fünf verschiedenen Hauterschei-
nungen wurde für jede der drei untersuchten Lokalisationen ein Summenscore gebildet. Der 
Gesamtscore ergab sich durch Addition der drei Punktsummen. 
 
                                                 
4
 RTOG  = Radiation Therapy Oncology Group 
 
 
Abbildung 2. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von γ-H2AX-Foci in Lymphozyten.  
Kontrollprobe (links), 30 Minuten nach Strahlenexposition (rechts). Die Zellkerne erscheinen blau; die 
grünen Punkte stellen die γ-H2AX Foci innerhalb der Zellkerne dar und entsprechen DNA-
Doppelstrangbrüchen. 
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4.7. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mit Excel 2003 
und SPSS 14.0. Um zu gewährleisten, dass nur strahleninduzierte DNA-DSBs in der Bewer-
tung der Ergebnisse berücksichtigt werden, wurde von allen Proben die Foci-Zahl der ent-
sprechenden Kontrollprobe abgezogen. Die Daten wurden unter Angabe des Mittelwerts und 
der Standardabweichung graphisch dargestellt. 
Die ermittelte Häufigkeit von γ-H2AX-Foci pro Zelle wurde mittels Chi-Quadrat-Test auf 
eine Poissonverteilung getestet.  
Ein möglicher Zusammenhang zwischen der Häufigkeit der γ-H2AX-Foci und strahlenbe-
dingten Nebenwirkungen wurde sowohl für die in vivo, als auch ex vivo Proben mittels t-Test 
untersucht.  
Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der in vivo und ex vivo Daten wurden für alle Versuchs-
reihen Reparaturquotienten aus den Daten 5h sowie 0,5h nach Strahlenexposition gebildet. 
Diese wurden mittels Spearman’s Rangkorrelation miteinander verglichen. Eine statistische 
Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 5% (p<0,05) wurde als Signifikanzniveau festgelegt.   
 
 
Hauterscheinung Grad 
 0 1 2 3 
Erythem - Geringfügig Mäßig Stark 
Hauttemperaturanstieg* - Geringfügig Mäßig Stark 
Desquamation - Trocken-schuppige Haut 
Trockene 
Desquamation 
Feuchte Des-
quamation 
 
Juckreiz - Geringfügig Mäßig Stark 
Effloreszenzen - Sporadisch Vereinzelt Konfluierend 
Gesamtscore :  
 
Tabelle 2. Modifizierter RTOG - Score für akute Strahlennebenwirkungen an der Brusthaut (siehe 
Röper et al. 2004).  
Gesamtscore = Summe aller Punktsummen für drei Lokalisationen (oberer äußerer, oberer innerer und 
mittlerer Quadrant). * =  im Vergleich zur kontralateralen Brust.  
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5. Ergebnisse 
 
5.1. Patientenkollektiv 
Das Patientenkollektiv umfasste 14 Patientinnen, von denen die jüngste zum Zeitpunkt der 
Untersuchung 39 Jahre und die älteste 78 Jahre alt war. Alle Frauen wiesen zum Zeitpunkt der 
strahlentherapeutischen Erstuntersuchung einen Karnofsky-Index von mindestens 80% auf. 
Neun von vierzehn Patientinnen hatten den Tumor in der linken Brust lokalisiert, 5 auf der 
rechten Seite. Bei sieben Frauen bestand eine Tumorausbreitung im Stadium pT1a-c, bei 5 
Frauen im Stadium pT2, bei einer Patientin war die Ausbreitung des Tumors nicht sicher 
beurteilbar (TX). Die Tumorklassifikation beruhte auf der 6. Auflage des TNM-Systems. Bei 
vier Patientinnen waren axilläre Lymphknotenmetastasen vorhanden, alle Patientinnen waren 
frei von Fernmetastasen. Zehn Frauen erhielten eine adjuvante Chemotherapie, die in fünf 
Fällen von einer antihormonellen Therapie begleitet wurde (siehe Tabelle 3). 
 
 
 
Patientencharakteristik Alle 
(n = 14) 
Adjuvante 
Chemotherapie 
(n = 10) 
Antihormonelle 
Therapie 
(n = 9) 
Alter (Jahre) 
  Mittelwert 
      Standardabweichung 
Spannbreite 
 
56 
12 
(39-78) 
 
54 
11 
(39-71) 
 
57 
12 
(39-78) 
Tumorlokalisation  n (%) 
   Linke Brust 
   Rechte Brust 
 
9 (64) 
5 (36) 
 
6 (60) 
4 (40) 
 
6 (67) 
3 (33) 
Tumorstadium   n (%) 
   pTx 
   pT1a 
   pT1b 
   pT1c 
pT2 
 
1 (7) 
1 (7) 
2 (14) 
4 (29) 
5 (36) 
 
1 (10) 
0 (0) 
1 (10) 
4 (40) 
4 (40) 
 
0 (0) 
1 (11) 
2 (22) 
3 (33) 
3 (33) 
Lymphknotenstatus  n (%) 
   pN0 
   pN1a 
 
10 (71) 
4 (29) 
 
6 (60) 
4 (40) 
 
6 (67) 
3 (33) 
Karnofsky  Index  n (%) 
    80 
    90 
  100 
 
3 (22) 
9 (64) 
1 (7) 
 
2 (20) 
7 (70) 
1 (10) 
 
3 (33) 
4 (44) 
1 (11) 
Bestrahlungsdosis  n (%) 
50 Gy/2 Gy ohne Boost 
50 Gy/2 Gy + 10 Gy 
50 Gy/2 Gy + 16 Gy/2Gy 
 
1 (7) 
12 (86) 
1 (7) 
 
0 (0) 
9 (90) 
1 (10) 
 
1 (11) 
8 (89) 
0 (0) 
 
 Tabelle 3. Demographische und klinische Parameter des untersuchten Patientenkollektivs. 
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5.2. Quantifizierung der γ-H2AX-Foci 
Im Falle einer gleichmäßigen Bestrahlung des gesamten Blutvolumens entspräche die Vertei-
lung der DSBs innerhalb der Lymphozyten einer Poissonverteilung (Savage JR 1970, Ed-
wards et al. 1979). Die Poissonverteilung ist eine diskrete Wahrscheinlichkeitsverteilung, die 
Voraussagen über die Anzahl des Eintretens seltener, zufälliger und voneinander unabhängi-
ger Ereignisse in einem bestimmten Zeitintervall ermöglicht, wenn bereits zuvor bekannt ist, 
wie oft sie durchschnittlich erwartet werden.  
 
In Abbildung 3 ist die Anzahl der zum Zeitpunkt 0,5 h nach Strahlenexposition in vivo durch 
Computertomographie beobachteten Foci/Zelle sowie die statistisch zu erwartende Häufigkeit 
(Poissonverteilung) graphisch dargestellt. Zur besseren Übersicht wurden die Daten aller Pa-
tientinnen gepoolt. 
In der Mehrzahl der untersuchten Zellen (200 von 238 Zellen) wurden keine γ-H2AX-Foci 
gefunden, bei etwa 12% der untersuchten Zellen kam 1 γ-H2AX-Focus zur Darstellung. Die 
beobachteten Häufigkeiten unterschieden sich insgesamt nur in sehr geringem Ausmaß und 
nicht signifikant von den theoretisch ermittelten Häufigkeiten einer Poissonverteilung (p = 
0,220, χ2 –Test).  
 
 
 
 
In Abbildung 4 ist nun die Anzahl der zum Zeitpunkt 0,5 h nach ex vivo Strahlenexposition  
mit 10 mGy beobachteten Foci/ Zelle sowie die statistisch zu erwartende Häufigkeit 
 
 
 
Abbildung 3. Beobachtete Häufigkeit (blau) und zu erwartende Häufigkeit nach Poisson (rot) von γ-H2AX-
Foci 0,5 h nach Strahlenexposition durch Computertomographie (in vivo). 
 
Ergebnisse    23 
 
(Poissonverteilung) graphisch dargestellt. Auch hier waren in der Mehrzahl der untersuchten 
Zellen keine γ-H2AX-Foci nachzuweisen (261 von 304 Zellen). Darüber hinaus ist festzustel-
len, dass die beobachteten Häufigkeiten nahezu exakt den statistisch ermittelten und somit 
einer Poissonverteilung entsprechen (p = 0,213, χ2 –Test). 
 
 
 
5.3. Ex vivo-Reihe 
Für die ex vivo Versuchsreihe wurde den Patientinnen vor der computertomographischen Un-
tersuchung Blut abgenommen und mit unterschiedlich hohen Dosen bestrahlt (10, 20, 40, 100, 
500 mGy). Die Anzahl der γ-H2AX Foci wurde dann nach 0,5 h; 2,5 h und 5 h nach Strahlen-
exposition in den Lymphozyten der Patienten untersucht.  
 
In Abbildung 5 ist die Anzahl der γ-H2AX Foci pro Zelle in Abhängigkeit von der Strahlen-
dosis (10, 20, 40, 100, 500 mGy) dreißig Minuten nach Strahlenexposition dargestellt. Hierfür 
wurden Mittelwerte aus den entsprechenden Daten aller Patientinnen berechnet. Von diesen 
Mittelwerten wurden die Mittelwerte der unbestrahlten Kontrollen abgezogen (Hintergrund), 
um nur die durch Strahlung induzierten DSBs auszuwerten. Dabei wird deutlich, dass die An-
zahl der γ-H2AX Foci linear zur Höhe der Strahlendosis steigt und damit die Anzahl der 
DNA-Doppelstrangbrüche dosisabhängig induziert wird. So liegen die Mittelwerte 30 Minu-
 
 
 
 Abbildung 4. Beobachtete Häufigkeit (blau) und zu erwartende Häufigkeit nach  Poisson (rot) von γ-H2AX-
Foci 0,5 h nach Strahlenexposition mit 10 mGy (ex vivo) 
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ten nach Strahlenexposition bei 0,119 + 0,061 Foci/Zelle für eine Strahlendosis von 10 mGy 
und bei 3,090 + 0,344 Foci/Zelle für eine Strahlendosis von 500 mGy.  
 
In Abbildung 6 ist das Verschwinden der γ-H2AX Foci pro Zelle als Ausdruck der DNA-
DSB Reparatur in Abhängigkeit von der Zeit (0,5h, 2,5h, 5h) exemplarisch für die Strahlen-
dosen 10 und 100mGy der ex vivo Reihe sowie für die in vivo Proben nach computertomogra-
phischer Bestrahlung dargestellt. Es handelt sich hierbei ebenfalls um korrigierte Mittelwerte 
aller Patientinnen (s.o.). Für alle applizierten Strahlendosen nimmt die Anzahl der Foci mit 
fortschreitender Zeit kontinuierlich ab. So liegen die Mittelwerte 30 Minuten nach Strahlen-
exposition bei 1,13 + 0,31 Foci/Zelle für eine Strahlendosis von 100 mGy und bei 0,12 + 0,06 
Foci/Zelle für eine Strahlendosis von 10 mGy, während sie nach fünf Stunden nur noch bei 
0,19 + 0,02 Foci/ Zelle beziehungsweise 0,02 + 0,005 Foci/Zelle liegen. Die in vivo Daten 
nach computertomographischer Untersuchung entsprechen in etwa den Daten der ex vivo Be-
strahlung mit 10 mGy. Eine graphisch auffallende Differenz ist lediglich für den 5h-Wert zu 
erkennen (10mGy: 0,022 + 0,005 Foci/Zelle; CT: 0,031+ 0,005 Foci/Zelle). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5. Dosisabhängige Foci-Induktion 0,5h nach Strahlenexposition.  
Bei den dargestellten Daten handelt es sich um korrigierte (nach Abzug des Hintergrunds) Mittelwerte + 
Standardabweichung. 
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Abbildung 7 und Abbildung 8 zeigen die individuellen Ergebnisse und Mittelwerte der ex 
vivo Proben in Abhängigkeit von der Zeit (0,5; 2,5 und 5h). Exemplarisch sind die Ergebnisse 
nach 10 und 100 mGy Strahlenexposition dargestellt. Der Hintergrund, das heißt die Anzahl 
der in Kontrollen messbaren Foci, wurde von den einzelnen Werten abgezogen. Dabei ist bei 
allen Patienten mit zunehmender Reparaturzeit ein deutlicher Foci-Verlust zu erkennen, was 
gleichbedeutend mit einer steigenden Anzahl an reparierten DNA-DSBs ist.  
 
Dreißig Minuten nach Strahlenexposition von 10 mGy (Abbildung 7) zeigen sich interindivi-
duelle Unterschiede von 0,03 Foci/Zelle (RR07) als kleinstem Wert bis 0,23 Foci/Zelle 
(AM14) als größtem Wert (Mittelwert 0,12 + 0,017 Foci/Zelle). Im Verlauf relativieren sich 
diese Unterschiede aber wieder (Mittelwert nach 2,5 h: 0,06 + 0,01 Foci/Zelle; Mittelwert 
nach 5h: 0,01 + 0,007 Foci/Zelle). 
 
 
 
 
 
Abbildung 6. DNA-DSB Reparaturverlauf für unterschiedliche Bestrahlungsdosen. 
Bei den dargestellten Daten handelt es sich um korrigierte (nach Abzug des Hintergrunds) Mittelwerte + 
Standardabweichung. 
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Weniger große interindividuelle Unterschiede finden sich dreißig Minuten nach einer Bestrah-
lung von 100 mGy (siehe Abbildung 8). Besonders stark weicht lediglich Patientin MC05 
(1,930 Foci/Zelle) vom Mittelwert ab (1,098 + 0,075 Foci/Zelle). Ansonsten scheint der Foci-
Verlust mit einer insgesamt vergleichbaren Kinetik bei allen Patientinnen voranzuschreiten. 
 
 
 
Abbildung 7. DNA-Doppelstrangbruchreparatur ex vivo nach einer Bestrahlung mit 10mGy.  
Bei den dargestellten Daten handelt es sich um die Ergebnisse der ex vivo Proben aller 14 Patientinnen 0,5, 
2,5 und 5h nach einer Bestrahlung mit 10 mGy. Unspezifischer Hintergrund (messbare Focis in Kontroll-
proben) wurde von den Daten abgezogen. Für jeden Zeitpunkt ist ein Mittelwert mit abgebildet.  
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5.4. In vivo-Reihe 
Für die in vivo-Versuche wurde den Patientinnen 0,5h, 2,5h, 5h und 24 h nach computerto-
mographischer Bestrahlung eine Blutprobe entnommen und mittels γ-H2AX Immunfluores-
zenzmikroskopie direkt untersucht.  
In Abbildung 9 sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe graphisch zusammengefasst. Da das 
computertomographische Bestrahlungsvolumen von Patientin zu Patientin variierte, wurden 
die Daten im Sinne besserer Vergleichbarkeit auf ein Dosislängenprodukt von 300 mGy·cm 
normiert. Der Mittelwert des Dosislängenprodukts betrug 269 mGy·cm mit einer Standardab-
weichung von 26,96 mGy·cm.  
In der Abbildung sind für jeden Zeitpunkt der Messung die individuellen Patientendaten und 
eine mittlere Focizahl aufgeführt. Der Hintergrund, das heißt die Anzahl der in Kontrollen 
messbaren Foci, wurde von den einzelnen Werten abgezogen.  
 
Bei allen Patienten ist eine mit fortschreitender Reparaturzeit deutliche Abnahme der Foci-
Zahl gegenüber den vorherigen Werten zu erkennen. Diese Abnahme spiegelt eine Erholung 
Abbildung 8. DNA-Doppelstrangbruchreparatur ex vivo nach einer Bestrahlung mit 100mGy.  
Bei den dargestellten Daten handelt es sich um die Ergebnisse der ex vivo Proben aller 14 Patientinnen 
0,5, 2,5 und 5h nach einer Bestrahlung mit 100 mGy. Unspezifischer Hintergrund (messbare Focis in 
Kontrollproben) wurde von den Daten abgezogen. Für jeden Zeitpunkt ist ein Mittelwert mit abgebil-
det.  
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der Zelle nach Strahlenexposition wider, jedoch sind selbst nach einer Reparaturzeit von 24 h 
immer noch strahleninduzierte DNA-DSBs in den Zellkernen nachweisbar.  
 
Der Foci-Verlust erscheint interindividuell vergleichbar, nennenswerte Ausreißer bilden auf 
den ersten Blick lediglich die Patientinnen BP08 und SL17 mit 0,21 und 0,23 Foci/Zelle nach 
0,5 Stunden (Mittelwert: 0,16 + 0,01), was sich im Verlauf jedoch relativiert. Nach 24 Stun-
den ist dieser Unterschied für BP08 verschwunden (0,01Foci/Zelle gegenüber dem Mittelwert 
von 0,01 + 0,0 Foci/Zelle). Die Patientin SL17 sticht nach 24h  mit 0,046 Foci/Zelle immer 
noch heraus, zeigt aber nach 2,5 und 5 h keine besonderen Auffälligkeiten. Insgesamt muss 
jedoch berücksichtigt werden, dass es sich um sehr kleine Zahlenwerte handelt und die inter-
individuellen Differenzen nicht besonders groß sind; der kleinste Wert nach 0,5 h liegt bei-
spielsweise bei 0,06 Foci/Zelle (VL18) vs. 0,232 Foci/Zelle (SL17) als größtem Wert.  
 
 
 
Abbildung 9. DNA-Doppelstrangbruchreparatur in vivo.  
Bei den dargestellten Daten handelt es sich um die Ergebnisse der in vivo Proben aller 14 Patientinnen 0,5, 
2,5, 5 und 24 h nach computertomographischer Untersuchung des Thorax. Zur besseren Vergleichbarkeit 
wurden die Daten auf ein Dosislängenprodukt von 300mGy·cm normiert Unspezifischer Hintergrund 
(messbare Focis in Kontrollproben) wurde von den Daten abgezogen. Für jeden Zeitpunkt ist ein Mittelwert 
mit abgebildet.  
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5.5. Vergleichbarkeit von in vivo und ex vivo Daten 
Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der in vivo und ex vivo Daten wurden für alle Versuchs-
reihen Reparaturquotienten aus den Daten 5h sowie 0,5h nach Strahlenexposition gebildet. 
Diese wurden mittels Spearman’s Rangkorrelation miteinander verglichen (siehe Tabelle 4). 
Eine positive Korrelation mit den in vivo Daten konnte in den ex vivo Versuchsreihen von 
10mGy bis 100mGy nicht statistisch signifikant nachgewiesen werden. In der 500mGy Ver-
suchsreihe zeigte sich sogar eine statistisch signifikante negative Korrelation (Korrelationsko-
effizient von -0,653, p= 0,006). 
 
 
 
 
 
5.6. Akute strahlenbedingte Hauttoxizität 
Nach Abschluss der therapeutischen Radiatio und Nachsorge zeigten alle 14 Patientinnen 
leichte, strahlenbedingte Hauterscheinungen (siehe Abbildung 10). Der ermittelte Gesamt-
score war insgesamt jedoch klein und variierte von 1 bis 5 Punkten. Die Patientinnen, die in 
den in vivo Ergebnissen nach computertomographischer Untersuchung aufgrund einer gegen-
über dem Mittelwert verstärkten Induktion von DNA-DSBs aufgefallen waren (BP08 und 
 
Tabelle 4. Rangfolge (1= beste Reparatur bis 14=schlechteste Reparatur) der Reparaturquotienten (5h/0,5h) 
für in vivo (Computertomographie = CT) und ex vivo (10 – 500 mGy) Daten.  
Eine Rangfolgekorrelation wurde für jede einzelne ex vivo Versuchsreihe mittels Spearman Rangkorrelation 
untersucht. Die Ergebnisse sind in der jeweiligen Reihe ganz unten dargestellt. 
* Aufgrund einzelner fehlender Werte war hier eine Quotientenbildung nicht möglich 
Patienten CT 10 mGy 20 mGy 40 mGy 100 mGy 500 mGy
SL17 1 4 5 9 11 7
SK10 2 11 13 6 14 14
BGH12 3 5 10 4 4 9
HC04 4 12 7 13 9 10
AM14 5 3 2 12 3 13
RR07 6 13 3 3 7 11
FM13 7 10 8 11 8 4
BP08 8 7 9 10 5 2
MC05 9 9 11 2 1 8
HK16 10 1 * 1 2 3
KD11 11 2 1 5 6 6
DG09 12 8 12 8 12 5
HP06 13 14 6 * 10 1
VL18 14 6 4 7 13 12
Korrelationskoeff izient -0,02 -0,148 -0,258 0,007 -0,653
p-Wert 0,473 0,314 0,197 0,491 0,006
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SL17) zeigten kaum gesteigerte Hautreaktionen (2 Punkte im Gesamtscore). Die stärksten 
Hautreaktionen (mit einem Punktwert von 5) wurden bei Patientin RR07 beobachtet; deren 
Proben zeigten aber sowohl in vivo als auch ex vivo keine im Vergleich zum Mittelwert ge-
steigerte DNA-DSBs Induktion. Die geringsten Hautreaktionen (mit einem Punktwert von 1) 
zeigte Patientin HP06, deren Proben in vivo als auch ex vivo zu den Zeitpunkten 0,5 und 2,5 h 
eher unterdurchschnittliche Focizahlen aufwies.   
 
Zur statistischen Prüfung einer möglichen Korrelation der Anzahl an DNA-DSBs und auftre-
tenden Nebenwirkungen wurde das Patientenkollektiv in zwei Gruppen aufgeteilt (Schwäche-
re Nebenwirkungen = RTOG-Score kleiner 3 Punkte und stärkere Nebenwirkungen = RTOG-
Score größer gleich 3 Punkte). 
Die Ergebnisse der in vivo, als auch ex vivo Proben 0,5 h nach Strahlenexposition unterschie-
den sich in beiden Gruppen nicht voneinander (t-Testin vivo, p = 0,698; t-Testex vivo, p = 0,587). 
Auch fünf Stunden nach Strahlenexposition fanden sich in beiden Gruppen keine signifikan-
ten Unterschiede (t-Testin vivo, p = 0,420; t-Testex vivo, p = 0,610).  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10. Strahlenbedingte Hautreaktionen nach therapeutischer Radiatio der Brust. Darstellung mittels 
Gesamtpunktzahl im modifizierten RTOG-Score. 
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6. Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Reparaturkinetik von strahleninduzierten DNA-DSBs 
nach computertomographischer Untersuchung des Thorax mittels γ-H2AX-
Immunfluoreszenzmikroskopie an Lymphozyten in vivo und ex vivo bestimmt.  Eingeschlos-
sen in die Studie wurden Frauen mit erstmalig diagnostiziertem unilateralen Brustkrebs, die 
sich nach brusterhaltender Operation zur Planung einer adjuvanten Strahlentherapie vorstell-
ten. 
 
6.1. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Sowohl in vivo, als auch ex vivo war bei allen Patientinnen eine mit fortschreitender Repara-
turzeit deutliche Abnahme der Foci-Zahl gegenüber den vorherigen Werten zu erkennen, wel-
che einer Reparatur der DNA-DSBs nach Strahlenexposition entspricht.  Die in vivo Daten 
nach computertomographischer Bestrahlung entsprachen in etwa den Daten der ex vivo Be-
strahlung mit 10 mGy. Bedeutsame interindivuelle Unterschiede hinsichtlich der Reparaturki-
netik waren weder in vivo noch ex vivo nachzuweisen. Eine Korrelation der Reparaturkinetik  
in vivo sowie ex vivo mit strahlenbedingten Nebenwirkungen konnte in dieser Studie nicht 
nachgewiesen werden. Es muss jedoch angemerkt werden, dass  in dieser Patientengruppe 
vorwiegend nur gering ausgeprägte Nebenwirkungen auftraten. 
 
6.2. Methodik 
6.2.1. γ-H2AX-Immunfluoreszenzzmikroskopie  
Im Fokus der vorliegenden Arbeit liegt die angewandte γ-H2AX-
Immunfluoreszenzzmikroskopie. Im Gegensatz zur Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) kön-
nen DNA-DSBs auch bei Dosen unter 5 Gy zuverlässig nachgewiesen werden (Rothkamm 
und Löbrich 2003) und machen diese Methode zur sensitivsten ihrer Art.  
Die Phosphorylierung des Histons H2AX findet jedoch nicht nur nach strahleninduzierten 
DSBs statt, sondern auch im Rahmen physiologischer Prozesse. So konnte ein Auftreten von 
γ-H2AX-Foci zum Beispiel während der DNA-Fragmentation im Rahmen der Apoptose oder 
in Replikationsgabeln beobachtet werden (Mukheerjee et al. 2006, Ward und Chen 2001). 
Darüber hinaus konnten ATM-abhängige γ-H2AX-Foci auch während aktiver Zellzykluspha-
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sen nachgewiesen werden (McManus und Hendzel 2005). Das Auftreten von γ-H2AX-Foci 
ist damit nicht in jedem Fall mit DNA-DSBs gleichzusetzen. 
In einer 2011 publizierten Studie, in der die an der DNA-Reparatur beteiligten Komponenten 
mittels Transmissionselektronenmikroskop dargestellt wurden, zeigte sich zudem, dass der 
Verbund von γ-H2AX-Foci, MDC 1 und 53BP1 ausschließlich an DSB-Brüchen in Hetero-
chromatin und nicht in euchromatischen Domänen vorkam (Rübe et al. 2011). 
 
Ein weiterer kritischer Punkt ist das zeitliche Auftreten von γ-H2AX-Foci nach Induktion  
von DNA-DSBs. Da es sich bei der Bildung von γ-H2AX-Foci um das Ergebnis einer Reihe 
von metabolischen Veränderungen handelt, wird das Maximum ihrer Ausprägung, sprich 
Phosphorylierung, ca. 30-60 Minuten nach Bestrahlung erreicht (Rogakou et al. 1998, Mac 
Phail et al. 2003). Im Gegensatz dazu können DNA-DSBs mittels PFGE direkt nach ihrer 
Entstehung nachgewiesen werden. Eine Untersuchung von Kinner et al. aus dem Jahr 2008 
vergleicht anschaulich die Kinetik von DNA-DSBs mittels PFGE und γ-H2AX-
Immunfluoreszenzzmikroskopie. Mit fortschreitender Zeit entspricht sich die Anzahl der da-
durch bestimmten DNA-DSBs immer mehr. Im Hinblick auf die Diskussion der Ergebnisse 
muss also die verzögerte Kinetik von  γ-H2AX-Foci nach kurzen Reparaturzeitpunkten be-
rücksichtigt werden. Nach längeren Reparaturzeitpunkten kann hingegen davon ausgegangen 
werden, dass jeder DNA-DSB mittels γ-H2AX-Foci repräsentiert wird. 
 
Darüber hinaus unterliegt die Auszählung der γ-H2AX-Foci unter dem Mikroskop teilweise 
der Subjektivität des Untersuchers. Zudem kann eine Überlagerung der Signale bei räumlicher 
Nähe der Doppelstrangbrüche die Differenzierung zweier Foci erschweren. Um diese metho-
dische Unsicherheit zu minimieren, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine beson-
ders hohe Anzahl an Zellen beziehungsweise Foci untersucht und Präparate stichprobenartig 
von einem zweiten, erfahrenen Untersucher gegengezählt. Anzumerken bleibt, dass die ma-
nuelle mikroskopische Auswertung mit einem hohen Personal- und Zeitaufwand verbunden 
ist. 
 
Im Hinblick auf zu erwartende Studien mit größeren Patientenzahlen sind automatisierte Ver-
fahren zwecks besserer Objektivität empfehlenswert. Mittlerweile konnten halbautomatisierte 
oder vollautomatische Bildanalyseverfahren für Aufnahmen von Laser-Scanning oder 
Epifluoreszenzmikroskopen bereits erfolgreich eingesetzt werden (Böcker und Iliakis 2006, 
Diskussion    33 
 
Costes et al. 2006). Das Problem der Foci-Überlagerung durch räumliche Nähe kann hier mit-
hilfe mathematischer Filter umgangen werden. 
Eine weitere Methode zur Quantifizierung der γ-H2AX-Foci besteht in der Messung der Ge-
samtintensität mittels Fluoreszenzdurchflusszytrometrie (FACS = fluorescence activated cell 
sorting), wodurch ein sehr viel höherer Probendurchsatz möglich ist.  
Mittlerweile konnte ein Hochdurchsatz-System entwickelt werden (RABIT = Rapid 
Automated Biodosimetry Tool), das ca. 30.000 Blutproben pro Tag mittels γ-H2AX Methode 
analysieren kann (Garty et al. 2010). 
 
6.2.2. Verwendung peripherer Lymphozyten 
Ein Vorteil in der Verwendung peripherer Blutlymphozyten liegt in der unkomplizierten Ge-
winnung des Untersuchungsmaterials, womit eine gute Grundlage für einen prädiktiven klini-
schen Test entsteht. Es wurde bereits gezeigt, dass die Ergebnisse an Lymphozyten gut mit 
denen anderer Gewebe korrelieren (Rübe et al. 2008). Zwar sind zum Beispiel Fibroblasten 
im Gegensatz zu Lymphozyten auch noch nach 24 Stunden gut zu untersuchen,  jedoch ist 
deren Gewinnung und notwendiges Wachstum schwieriger. 
 
Zudem erwies sich im Rahmen der Methode die Qualität der auszuwertenden Lymphozyten 
gelegentlich als limitierend, da es häufiger zu einem Zellzerfall während der Aufbereitung 
kam. 
 
6.2.3. Patientenkollektiv 
Die Größe des Patientenkollektivs ist mit 14 untersuchten Patienten gering, so dass die statis-
tische Aussagekraft der Studie eingeschränkt ist. Dennoch sind die Daten valide, da sie insbe-
sondere in Bezug auf dosisabhängige Foci-Induktion und abnehmende Foci-Zahl bei fort-
schreitender Reparaturzeit mit bisher publizierten Daten vergleichbar sind. 
 
Darüber hinaus ist die Eignung des gewählten Patientenkollektivs aufgrund der geringen 
Akuttoxizität nach Mammabestrahlung zu diskutieren.  Eine Korrelation der Reparaturkinetik 
nach durchgeführter Computertomographie mit strahlenbedingten Nebenwirkungen konnte in 
dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Auf Grund der nur sehr geringen Akuttoxizität war 
jedoch auch eine signifikante Differenzierung der Patientinnen erschwert, wenngleich die 
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Beurteilung der Nebenwirkungen - abgesehen von Pruritus - gut objektivierbar und valide zu 
erheben waren. Es erscheint in diesem Zusammenhang sinnvoll, weitere Studien mit Patienten 
durchzuführen, die auf Grund der Bestrahlungslokalisation größere interindividuelle Ausprä-
gung der Strahlennebenwirkungen aufweisen, um so einen signifikanten Unterschied zu erfas-
sen.  
 
Interessante Daten hierzu liefert eine Untersuchung von 31 Patienten mit Hals-Nasen-Ohren 
Tumoren, die sich einer therapeutischen Radiatio unterzogen. Hier wurde der Zusammenhang 
einer insuffizienten DNA-DSBs Reparatur mit dem Auftreten von oraler Mukositis unter-
sucht. Patienten, die 24 h  nach Strahlenexposition DNA-DSB- Raten aufwiesen, die mindes-
tens eine Standardabweichung größer als der Mittelwert waren, hatten ein erhöhtes Risiko 
eine Mukositis des Schweregrads 3 nach WHO zu entwickeln (Fleckenstein et al. 2011).  
Die Untersuchung der strahlungsassoziierten Normalgewebstoxizität bei Kindern, die an soli-
den Tumoren erkrankt waren und einer altersentsprechenden Kontrollgruppe,  konnte rich-
tungsweisende Ergebnisse präsentieren. Es zeigte sich, dass alle gesunden Kontrollkinder 
über effiziente DNA-DSBs Reparaturmechanismen verfügten, wohingegen drei tumorer-
krankte Kinder deutliche Reparaturdefizite aufwiesen. Zwei der drei dieser Kinder zeigten 
lebensbedrohliche bis letale Normalgewebsreaktionen nach Strahlenexposition (Rübe et al. 
2010). 
 
6.3. Diskussion der Ergebnisse vor dem Hintergrund der Literatur 
6.3.1. Validität / Bedeutung der Methode 
Die Validität der Daten wird durch zwei wesentliche Merkmale bestimmt. Zum einen zeigt 
sich, dass die Anzahl von DNA-DSBs – wie in der Literatur vielfach beschrieben (Lloyd et al. 
1976) - dosisabhängig auftritt. 
Zum anderen entsprachen die in vivo Daten nach computertomographischer Bestrahlung in 
etwa den Daten der ex vivo Bestrahlung mit 10 mGy. Dieses stimmt ziemlich genau mit der in 
der Literatur angegebenen Strahlenbelastung nach computertomographischer Untersuchung 
des Thorax überein (Heyer et al. 2007). 
 
Die Zuverlässigkeit der γ-H2AX-Methode in Bezug auf strahlenassoziierte DNA-Schäden 
wurde bereits vielfach gezeigt (Rothkamm und Löbrich 2003, Fleckenstein et al. 2011). 
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Kuefner et al. haben in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2010 (auch hier wurde die γ-H2AX-
Methode verwendet) postuliert, dass Computertomographie-Protokolle in Zukunft an die in-
dividuelle Strahlenempfindlichkeit adaptiert werden könnten, um unnötige Zellschäden zu 
vermeiden.  
Neben Studien, die die Validität der γ-H2AX-Methode nach therapeutischer Bestrahlung oder 
im Niedrigdosisbereich untersucht haben, existieren mittlerweile auch Daten zur Verlässlich-
keit nach Hochdosisbestrahlung (Redon et al. 2010). Nach Ganzkörperbestrahlung von nicht-
menschlichen Primaten mit nicht-letaler bis letaler Dosis, konnten anhand von γ-H2AX-Foci 
aus Lymphozyten und/ oder Haarfollikeln noch 4 Tage nach Bestrahlung realistische Werte 
der initial angewandten Bestrahlungsdosis bestimmt werden (Redon et al. 2010). 
 
 Der Anwendungsbereich der γ-H2AX-Methode  beschränkt sich jedoch nicht nur auf den 
radiotherapeutischen/-diagnostischen Bereich. 
Die Praktikabilität des γ-H2AX Assays als pharmakodynamischer Marker DNA-
interferierender Chemotherapeutika konnte bereits in mehreren Laboren nachgewiesen wer-
den (Kinders et al. 2010). Wang und Kollegen konnten im Jahr 2010 zeigen, dass sich die γ-
H2AX- Level in zirkulierenden Tumorzellen gut zum Monitoring von Patienten unter Chemo-
therapie eignen (Wang et al. 2010).  
 
6.3.2.  Abweichung der beobachteten Werte von der Poisson-Verteilung 
Da nur ein Teil des Blutvolumens und folglich nur eine gewisse Anzahl an Lymphozyten zum 
Zeitpunkt der computertomographischen Untersuchung ionisierender Strahlung ausgesetzt 
waren, ist eine Abweichung der beobachteten Werte von der statistischen Poissonverteilung 
zu erwarten. Die beobachteten und statistisch ermittelten Daten der in vivo Bestrahlung unter-
scheiden sich jedoch nicht signifikant.  
Ein möglicher Erklärungsansatz für den so geringen Unterschied mag darin liegen, dass im 
Bestrahlungsfeld unter anderem das Herz, die Pulmonalgefäße und die Aorta liegen, auf die 
ein Großteil des Herzzeitvolumens entfällt. Darüber war die Bestrahlungszeit aufgrund der 
Verwendung eines Zweizeiler - Computertomographen relativ lang, so dass trotz beschränk-
ten Bestrahlungsfelds vermutlich ein Großteil der Lymphozyten ionisierender Strahlung aus-
gesetzt war. 
Signifikante Unterschiede sind für Hochdosisbestrahlungen einzelner Körperteile zu erwarten 
(Therapeutische Bestrahlung). 
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Im Gegensatz zu den in vivo Proben, ist bei ex vivo Bestrahlung eine Übereinstimmung der 
beobachteten Werte mit den statistisch ermittelten Werten zu erwarten, da die komplette Pro-
be ionisierender Strahlung ausgesetzt war. In der vorliegenden Arbeit konnte dies auch so 
nachgewiesen werden. 
 
6.3.3. Vergleichbarkeit von in vivo und ex vivo Daten 
In der vorliegenden Arbeit konnte keine Korrelation der in vivo Ergebnisse mit den Daten der 
ex vivo Versuchsreihen nachgewiesen werden. 
Ähnliches wurde in einer Studie von Sak et al. aus dem Jahr 2007 gezeigt. Die Autoren unter-
suchten die Korrelation zwischen der Anzahl an γ-H2AX -Foci in peripheren Lymphozyten  
mit der Gesamtkörper-Strahlendosis bei Tumorpatienten.  Hier fielen in Abhängigkeit des 
bestrahlten Körperteils signifikante Unterschiede zwischen den in vivo und ex vivo Studien-
armen auf. Die Autoren erklären dies durch bislang noch nicht verstandene in vivo Mecha-
nismen nach Strahlenexposition 
Im Gegensatz dazu  beschrieben Kuefner et al. im  Jahr 2010 eine gute Vergleichbarkeit bei-
der Methoden. Hierbei wurde die Anzahl von strahleninduzierten DNA-DSBs mittels γ-
H2AX Methode bei 19 Patienten untersucht,  die verschiedene angiographische Untersuchun-
gen wahrnahmen. Die Ergebnisse der in vivo und ex vivo Proben waren sehr ähnlich. 
Zur besseren Evaluation von o.g. Diskrepanz sind weitere vergleichende Arbeiten von in vivo 
und ex vivo Daten mit größeren Patientenzahlen nötig.  
 
 
6.3.4. Individuelle Strahlenempfindlichkeit 
 
Auf molekularer Ebene konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden, dass persistierende 
DNA-Schäden mit einer erhöhten Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und einer damit 
einhergehenden  Normalgewebstoxizität assoziiert sind (Rodier et al. 2009, Okunieff et al. 
2008). Darüber hinaus ist bekannt, dass auch genetische Defekte im Reparaturmechanismus 
zu einer erhöhten Strahlensensibilität führen (McKinnon 2004).  
Ähnliches wird auch für γ-H2AX Knock-out Zellen berichtet (Bassing et al. 2002). 
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Im untersuchten Patientenkollektiv konnte jedoch sowohl in vivo als auch ex vivo keine strah-
lenbedingten Überreaktionen festgestellt werden.   
Frühere Arbeiten weisen darauf hin, dass bei der Untersuchung von Patienten mit bekannten 
Reparaturdefekten deutliche Abweichungen vom Mittelwert auftreten (Löbrich et al. 2005). 
Diese Abweichungen betrafen sowohl die ex vivo, als auch in vivo Messung.  
Ein in oben genannter Publikation vorgestellter Patient mit erheblichen Nebenwirkungen nach 
einer Strahlentherapie des  Beckens wies so zum Beispiel 24 Stunden nach Computertomo-
graphie in vivo nahezu zwanzigfach mehr Doppelstrangbrüche auf als das restliche Kollektiv. 
Um die Sensitivität der Methode für die Identifikation von Risikopatienten gerade auch im 
Niedrigdosisbereich zu optimieren, sind weitere Untersuchungen von Patienten mit bekann-
tem Reparaturdefekt notwendig.  
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6.4. Fazit und Ausblick 
Die klinische Strahlenempfindlichkeit variiert stark zwischen einzelnen Individuen (Burnet et 
al. 1994). Schon mehrfach wurde die Quantifizierung von γ-H2AX-Foci als Prädiktor für die 
Ausprägung radiogener Früh- und Spätnebenwirkungen untersucht (Kao et al. 2006, Kelley 
und Fishel 2008, Rübe et al. 2010, Fleckenstein et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit zeigt 
sich, dass die  γ-H2AX  Methode es ermöglicht, valide Daten zum individuellen Reparatur-
vermögen von Patienten, die sich einer diagnostischen Bestrahlung unterziehen, zu erheben. 
Im Einzelfall können diese auf eine höhere Strahlenempfindlichkeit hinweisen. Im untersuch-
ten Kollektiv der hier dargestellten Arbeit war jedoch offenkundig keine Patientin mit einem 
Reparaturdefekt enthalten. Eine bessere Vorhersage der Behandlungsverträglichkeit hätte 
potenzielle Auswirkungen auf die Wahl der strahlentherapeutischen Gesamtdosis und 
Fraktionierun, sowie insbesondere auf das Therapiemonitoring und die jeweilige 
Supportivtherapie.  
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